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(57) Abstract 

Non-repli eatable viral recombinant vectors which 
are recognizable by muscle cell receptors, and furthermore 
modified by an insertion nucleic acid coding for a poly- 
peptide sequence to be expressed in said muscle cells, are 
used to obtain a drug for treating muscle cell diseases or 
diseases which, by virtue of their location in the body, are 
accessible to the products of the expression of the above 
mentioned nucleotide sequence, as secreted by said muscle 
cells. A method for producing said vectors, vectors such as 
those described above, and their use in pharmaceutical 
compositions are also provided. 

(57)Abrege 

L'invention concerne I'utilisation de vecteurs recom- 
binants d'origine virale, non replicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules musculaires, 
ces vecteurs etant en outre modifies par un acide nucleique 
d'insertion codant pour une sequence polypeptidique dont l'expression dans lesdites cellules musculaires est recherchee, pour 
Tobtention d'un medicament destine au traitement de pathologies affectant les cellules musculaires ou de pathologies dont la lo- 
calisation dans Torganisme les rendent accessibles aux produits de Texpression de la sequence nucleotidique sus-mentionnee se- 
cretes par lesdites cellules musculaires. L'invention concerne egalement un procede d'obtention de ces vecteurs, et des vecteurs 
tels que decrits ci-dessus et leur utilisation dans des compositions pharraaceutiques. 
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VECTEURS RECOMBINANTS VIRAUX POUR [.'EXPRESSION DANS DES CELLULES MUSCULAIRES 



L 1 invention conceme des vecteurs recombinants 
aborigine virale comportant tine sequence nucleotidique 
codant pour un polypeptide determine, et leur 
utilisation pour l 1 expression de ce polypeptide dans 
des cellules musculaires. L 1 invention vise egalement 
un procedd. detention de ces vecteurs, ainsi que 
leurs applications , notamment en tant que medicaments 
dans le domaine des pathologies musculaires. 

Le probleme, non resolu jusqu'a maintenant, de la 
diffusion directe d»un gene vers un tissu specif ique, 
fait obstacle au developpement de la therapie genique 
dans le domaine des maladies musculaires. 

Les diverses tentatives de modification du tissu 
musculaire realisees jusqu'it ce jour sont 
principalement celle de la fusion de cellules 
musculaires avec un muscle hote (Salminen, A., et al., 
Hum. Gene Ther- 2, 15-26 (1991); Partridge, T.A. , et 
al. f Nature 337, 176-179 (1989)), et celle procedant 
par injection d'ADN directement dans les muscles 
(Wolff, J. A- et al. Science 247, 1465-1468 (1991); 
Acsadi, G. , New Biol. 3, 71-81 (1991)). 

La methode procedant par fusion, chez des souris, 
de precurseurs de cellules musculaires provenant d'un 
donneur normal, avec des fibres musculaires d»un hote 
(Partridge, T.A., et al. cite ci-dessus) a ete 
realisee avec succes et cette therapie cellulaire a 
fait l'objet d'essais preliminaires chez des enfants. 
Toutefois, cette approche semble presenter trop 
d'inconvenients pour £tre applicable au traitement de 
pathologies musculaires. En effet, les capacites de 
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ces precurseurs de cellules etant 
ST , gue^s -Uli-t-. Ligation 

d-injections pendant des heures d-anestne.^ D. 
naniere inevitable, des probleBe. i-unologxques, 
: n ^an t a des phones a. rejet. «*— 
"apparaitre. aans le =as a. nombreus^ greftes 

De pi- 1- traitenent a. la aystrcphie nusculaire ae 
« (DHD) neeessit. non «*— * * £ 
Buscles au sguelette. 1. «9— * 1- ^ 
^vocaraigues, on inagine aisement lea 
susceptible* d'etre rencontrees poor planter M 
precuLeurs ae cellules musculaires aans 1. myoearde. 
P J^.r.pie cellulaire seeble par consent pen 
appropriee pour le traite^nt ae cellules naiades 
Ssentant una telle dissemination 'in 
La tberapie genigu. par indroductxon dxrecte » 
vivo decides nucleio.es a l-interieur a'organes est 
m e mdtbed. attrayante en raison ae sa 
mais aont le oeveloppeBent se heart, a un certain 
no mbre d-obstades. Bn particulier, 1 expression a. 
g enes aans les muscles reste localise, au po»t 
l injection (W=l«, ..A., et al. citd 
sembie etre asses limitee aans le temps, 
particulieresent dans 1. muscle cardxagu. (Aesadx, G. 

et al., cite ci-dessus). 

iL nut ae la presente invention est precxsement 
de permettre 1 • introauction d'un tree grand nombre 
dUde. nucleigues dans un nombre important Cusgu-a 
50 % et plus) da cellules musculaires d'un organxsm. 
50 % et plus cellules musculaires soient 

humain ou anxmal, gue ces cexxuxe 

celles des muscles du sguelette ou encore celle. du 

^Tpresente invention a plus particulierement 
pour but de permettre 1 • acbeminement de ces acxdes 
nucldigues vers lee cellules musculaxres cibles par la 
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circulation sanguine , tout en protdgeant ces acides 
nucleigues de 1* agression de divers const ituants 
sanguins. 

Un autre but de la presente invention est de 
mettre a la disposition du public des compositions 
pharmaceutigues permettant le traitement des maladies 
musculaires, et plus particuliferement des pathologies 
genetigues du systeme musculaire, ou encore de 
pathologies dont la localisation dans I'organisme les 
rendent accessibles aux produits de l 1 expression des 
acides nucleigues sus-mentionn&s, ces produits £tant 
secretes par lesdites cellules musculaires. 

La prdsente invention decoule de la decouverte 
faite par les inventeurs, du fait gue l'on retrouve 
l'activite 0-galactosidase dans de nombreux tissus 
apres injection a des sour is de vecteurs recombinants 
d'origine virale, plus particuli^rement d • adenovirus , 
dans le genome desguels a ete insere le gene codant 
pour la 0-galactosidase. Parmi ces tissus, on peut 
citer les poumons, le foie, 1'intestin, le coeur et 
les muscles du sguelette. L 1 expression du gene de la 
/9-galactosidase est constante dans le temps, puisgue 
la proportion des cellules de couleur bleue 
(coloration obtenue k la suite de I 1 expression de ce 
gene) dans le tissu musculaire est a peu pres 
eguivalente d*un mois a un autre. 

La figure 1 represente un exemple de construction 
d f un vecteur recombinant selon 1' invention et 
correspondant & 1" adenovirus de type Ad5 dans le 
genome duguel est insert le gene de la 0-galactosidase 
sous le controle du promoteur RSV. 

La presente invention a pour objet 1 •utilisation 
de vecteurs recombinants d $ origine virale, non 
replicables, et susceptibles d f etre reconnus par les 
recepteurs de cellules musculaires, humaines ou 
animales, infectables par ces virus, ces vecteurs 
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, . - _ aT . un acide nucleique 
= _+. en outre modifies par un acw 

«cn content une sdguenee 
codant pour une sdguenoe poXypeptxdigue dent 
egression dans X.sdi«s oeXXuXes susouXaires - 
re^ee. cett. sdgu.no. dtant sous 1. o«tro ad » 
promoteur reeonnu par lea poXyaerases de oas eaXXuXes, 
pour X-obtention d-un aedieanent ad*inistra>X. par X. 
vol. gendraXe. notaaaant intra-veineuse 
arterieXXe. at destind au traiteaent da pathology 
Saint Xee oeXXuXes auseuXaires ou da 
dont Xa XooaXisation dans X-organisae Xes rende* 
aeoessiMes. aur prcduita da 1'axprasaxon da Xa 
sdguenee nueXdotidigue eus-aentionnd. at aaerata. par 
lesdites cellules musculaires. 

La adenovirus, notaaaent laa addnovirus nuaaxns 
de type 2 cu 5 reprdsentent da. vaeteurs 
partiouXidreaent prdfdres dans la cadra 
—an. an raise, — - * - — 
fragment d'ADN etranger qu'il est pos Si « 
dans le genome de ces virus. 

Lntagausaaant. X-aoide nuoXdigue d-xnaertxen 
eus-aentionnd ast eospris dan. un genoee defectxf 
d.adanavirus. =a gdnoae dtant ddpourvu da seguences 
essentieXXes ndcessairea a la rdplicatxon de ces 
addnovirus. at plus particul.areaent d« 
tranaactlvataura EA at EE; ca ganona oomprend 
ndaneoxns prdfdrentielleaent !• ensile de 
sdguences aaaantiallaa ndcessairea d l-encapaxdatxen 

de ces adenovirus . . ^„^. 

Le proeoteur mia an oeuvr. paut dtre un proaoteur 
endogdne (par ereapXe un promoteur prdcoce ou tardxf 
de 1- adenovirus utiiisd) ou erogena. 

On aura avantagausaaant raoours a X-utilxsatxcn 
da proaotaurs forts, par example ayant une force de 
xtoJdr. de grandeur du proaotaur oontenu dans Xe » 
(Long Terminai Repeat) de RSV (Rous Sarooma virus) . 
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A titre d 1 exemples d'autres promoteurs dont 
1 'utilisation peut etre envisagee, on mentionnera t 

- le promoteur du gfene IE de CMV (cytomegalovirus) 

- les promoteurs inductibles MMTV (Mouse Mammary 
Tumor Virus) ou metal lothionine. 

La force du promoteur utilisable peut etre 
appreciee dans des essais semblables k ceux qui sont 
deer its dans les exemples qui suivent, par exemple par 
substitution dans les vecteurs de ces exemples du 
promoteur etudie au promoteur contenu dans le LTR de 
RSV et par l 1 evaluation de 1 9 intensity d 1 expression du 
marqueur obtenu, intensity qui peut alors etre 
compar^e a celle obtenue avec le promoteur de LTR de 
RSV. 

La quantite de vecteurs administree dans 
l'organisme est avantageusement choisie de maniere a 
deborder le systeme immunitaire de l'organisme dans 
lequel ils sont injectds. 

Avantageusement la voie d 1 administration choisie 
dans le cadre de la presente invention est la voie 
intra-veineuse ou intra-arterielle. 

Parmi les pathologies affectant des cellules 
musculaires sus-mentionnees, on peut citer des 
pathologies g6n6tiques telles que la dystrophie 
musculaire* 

A ce titre I'acide nucleique insere dans le 
genome du vecteur viral, et dont est recherchee la 
diffusion dans la masse musculaire, comprend un 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
susceptible de traiter la pathologie en question, et 
plus particulierement de jouer le rdle dans la cellule 
musculaire du polypeptide normalement present dans une 
cellule saine, mais dont la d£ficience est due soit & 
une production anormalement faible, voire nulle, de ce 
polypeptide, soit a une erreur dans sa sequence en 
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acld .s aninds resultant d-anonalies d-ordre gendtigue 

^"'^ nucid^e a- rrr 
let constitue da tout ou partia d-un £ 
avstrophine. L ' Introduction du *°*««™J'J* 
^atrophina, ou encore da touta partxaj. - 9- 
cedent pour un polypaptida oonsarvant una 
comparable a celle da 1. protaina entiere pen etre 
raallaaa suivant una .ethode identigue a celle decrxte 
ni-apras pour 1 ■ introduction du gen. da la f 
^actoaida=. ai ^ p.tnclogia. autraa 

patriae nusculaires, susceptibles d'etre traitee. 
daS la cadra da la praaanta invantion, on paut oxter 
^tnrouboses ■ 1-igina daa infarctus ou ancora da. 

^r'vactaurs aalon !■ invantion utilise, pour 
X.obtention d'un nedica*ent destine au traxtenent daa 
^Loaaa at a la prevention daa ™"<*™«Z 
SLitas, aont plus particulierement carecterxsds en 
Tlua 1-acida nucleigue d-insertion 
"Tuca nucldotidigue codant pour una substance 
^bolytigue. cetta derniere sdguence est 

™ row 1 . ...^ Airme. seouence signal codant 

avantageusement precedee d une sequen y 

po ur I paptida. signal assurant la ^secr .tien^a U 
substance thrombolytique hors de 

musculaire. vecteur 
L» invention visa egalenent tout vecteur 

recoBb inant caracterise an c. gu-il ast 
1. ddfectif d'un adenovirus, covenant neaneoxns 
Itensanbia da calls, das seguences essentxelles 
<™= a l-ancapsidation da cat adanovirus, at 
ZTZZ - iJUrd un acida nuddigue recombinant 
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dont est recherchee la diffusion dans la masse 
musculaire, cet acide nucleique etant place sous le 
controle d'un promoteur susceptible d»etre reconnu par 
les polymerases des cellules musculaires, notamment le 
promoteur fort de la region precoce E1A du genome des 
adenovirus. 

Un vecteur recombinant prefere de 1 1 invention est 
caracterise en ce que cet acide nucleique recombinant 
est constitu6 de tout ou partie du gene de la 
dystrophine. 

L' invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutigues comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

L 1 invention a egalement pour objet un procede 
d 1 obtention des vecteurs recombinants decrits ci- 
dessus qui comprend apres l*etape de construction 
proprement dite de ces vecteurs par introduction de 
l 1 acide nucleique d» insertion dans leur genome, une 
etape de transformation de lignees cellulaires 
transformables d'eucaryotes superieurs (notamment 
d'origine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte a 
complementer la partie du genome de 1 ' adenovirus 
essentielle pour la replication de ce dernier et dont 
le susdit vecteur est depourvu, ladite sequence 
distincte etant de preference incorporee au genome des 
cellules de ladite lignee cellulaire. 

A titre d f exemple prefere de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de 
rein embryonnaire humain qui contient, integres dans 
son genome, les onze premiers pourcents de l^xtremite 
gauche du genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de 
complementer des virus recombinants defectifs qui 
portent des deletions de cette region. Un tel procede 
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Mention est Pius particulars*** ^* «*» 18 
aemande de brevet europeen »• 0 185 573 du WW«- 

Aprds transformation de ces lignde. cellulaires 
1M vecteurs gui se sent ainsi multiplies sent 
recuperes et purifids. 

La prdsente invention sera plus partiouU.rem.nt 
illustrd. . I'aid. de 1. description detaiilee gui 
suit de 1. construction adenovirus vecteurs 
recombinants comportant le gene codant pour la 
9 alactosidase. .t des propriety d. c.t adenovirus 

construction d. 1-addnovirus recombinant, Ad- 
RSV-(igal, par recombinaison in vivo . 

cet adenovirus recombinant a dtd construit par 
recombinaison homeless entr. un plasmid. approprid et 
!. genom. de ^adenovirus de type 9 (Ad5> . Dans cart, 
construction, le gen. de la ^lectosidas^ -t*-. 
sous le contrdl. du promoteur PSV (Reus sarcoma 
Virus). Le Plasmid. pAd*SV«,al utilise consent 1. 
lament PvuX! d. l-ertrdmitd gaucbe de l-AdS (segment 
entre les positions 0 et 1.3 du plasm.de sur la 
«gure 1) comprenant la repetition terminal. 
Gertie. l-crigin. de replication, des signal 
^encapsidauion, et 1 • amplif ieateur Ela. ce fragment 
est suivi par un gene nlslacZ (decrit dans Bcnnerot, 
C et ml.! Proc. natn. Acad. Sci. USA, 1937. 34, 
. 795 -6799> codant pour la ,-galactosidase. et par un 
fraUvt d. !• adenovirus Ad5 sited entre les positions 
9,4 et 17 du plasmide de la figure 1. 

Les valeurs des positions 1,3, 9,4 et 17 
imdigudes =i-dessus sort de. unites indignant le 

de paires de base comprises A Lintdrieur de 
ces fragments, une unitd reprdsentant 360 paires de 

baSS 'La sdguence d'AdS situde entre les positions 9.4 
et 17 sus-mentionnees permet la recombinaison avec 
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l 1 adenovirus dl324 trait6 par 1' enzyme de restriction 
Clal (correspondant a un mutant de deletion E3; la 
deletion etant effectuee entre les positions 78,4 et 
84 , 3 du genome de 1' adenovirus represents sur la 
figure 1) , apres transfection de cellules 293 
(cellules embryonnaires humaines de rein transformees 
par l f adenovirus et mentionnees ci-dessus) afin de 
generer le vecteur recombinant Ad~RSV-/9gal . Le gene 
nlslacZ est control^ par le promoteur RSV LTR et 
possede le signal de polyadenylation du virus SV40. 
Le virus recombinant ainsi obtenu est incapable de se 
r£pliguer en* raison de la deletion des genes El. 

2. Etude du transfert du gene par 1 • intermediaire 
de l v adenovirus aux organes de souris. 

Des souris Balb/C agees de 4 jours ont subi une 
injection intra -veineuse de 20-40 microlitres 
d» adenovirus recombinants hautement purifies, Ad-RSV- 
0gal (10 9 unites formant des plages : UFP/ml) les 
organes ont ete pr^leves 15 jours apres injection et 
traites avec du paraformaldehyde 4% dans un tampon 
phosphate pendant 30 minutes. Apres ringage les 
organes ont ete incubes pendant une nuit a 30 *C dans 
une solution X-gal. Les organes entiers ont ensuite 
et£ congeles et prepares de maniere appropriee pour 
effectuer des cryosections (de 10 micrometres 
d'epaisseur) , sections qui ont ete colorees a l'aide 
d'hematoxyline et d'eosine. 

La mise en evidence par coloration histochimigue 
de la manifere indiguee ci-dessus de l'activite 0- 
galactosidase sur les sections effectuees indigue la 
presence dans les cellules des organes pre 1 eves du 
gene insere dans 1" adenovirus vecteur* 

L'examen macrocospigue du coeur ainsi que des 
muscles du squelette preieves sur ces souris 
traitees, revele la grande efficacite avec laguelle a 
ete effectue ce transfert de gfene aprfcs seulement une 
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iniection de 1' adenovirus recombinant. L'interet du 
cnoiTria voie intraveineuse reside dans le fait que 
t vecteur viral n-est pas concentre dans une zone 
^elconque du tissu musculaire mais au contraxre qu il 
est favorablement disperse dans 1'ensemble de la masse 
ffi usculaire. La coloration histocnimigue permet 
d .estimer que le nombre de cellules transformers 
atteint dans certaines zones 50% du nombre de 
cellules musculaires presentes dans cette zone. 

L' expression de la 0-galactosidase dans le 
oy ocarde ainsi que dans les muscles du squelette est 
parfaitement stable. Des colorations positives ont pu 
Le observees 15,33,55,66,90,127 et 150 3 ours apres 
1-injection de I'adenovirus recombinant. 
L' expression du gene semble constante en fonctxon du 
temps, puisque la proportion de cellules bleues dans 
les tissus musculaires semblent a peu pres equxvalente 

d'un mois a 1' autre. 

L* analyse de fibres musculaires isolees revele 
qu.une seule fibre est susceptible de presenter de 
nombreux "centres d' expression". 

Des analyses par immunotransfert (Southern) 
realisees a partir du coeur d'une souris trait*, ont 
permis de mettre en evidence une bande intense et 
Lique correspondent a 35 Kpb indiquant que l'ADN 
viral introduit dans les cellules musculaxres est 
essentiellement extrachromosomique. 
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REVINDICATIONS 

.1. Utilisation de vecteurs recombinants 
d § origine virale, non r6plicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules 
musculaires, humaines ou animales, infectables par ces 
virus, ces vecteurs 6tant en outre modifies par un 
acide nucieique d' insertion contenant une sequence 
nucl^otidique codant pour une sequence polypeptidique 
dont I 1 expression dans lesdites cellules musculaires 
est recherchee, cette sequence etant sous le controle 
d'un prbmoteur reconnu par les polymerases de ces 
cellules, pour l'obtention d'un medicament 
administrable par la voie general e, notamment intra- 
veineuse ou intra-arterielle, et destine au traitement 
de pathologies affectant les cellules musculaires ou 
de pathologies dont la localisation dans l»organisme 
les rendent accessibles aux produits de l 1 expression 
de la sequence nucleotidique sus-mentionnee secretes 
par lesdites cellules musculaires. 

2. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication l # ; caracterisee en ce que ces vecteurs 
sont choisis parmi les adenovirus defectifs dont les 
genomes sont depourvus de sequences essentielles 
necessaires a la replication de ces adenovirus, et 
plus particuliferement des transactivateurs EA et EB. 

3. utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1 ou la revendication 2, caracterisee en 
ce que 1' acide nucieique d 1 insertion est compris dans 
un genome d6fectif d' 1 adenovirus comprenant neanmoins 
l 1 ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires h 1 'encapsidation de ces adenovirus. 

4. Utilisation de vecteurs selon I'une des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que l 1 acide 
nucleique d" insertion est constitu6 de tout ou partie 
d'un gene sain de la dystrophine. 
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5 utilisation de vecteurs selon 1'une des 
revocations 1 a 4, pour 1'obtention d'un Bedicament 
Ltine au traitement de la dystrophie musculaxre de 

Duchenne . * , une 

6. utilisation de vecteurs selon 1 une 
,; M H BBS l a 3 pour l'obtention 
quelconque des revendications 1 a 3 p malaQes 
. „«™-r le traitement de malades 

de medicaments pour ie 

cerdiagues, caraeterisee en ce que decide nuclergue 
TiTs^io; cede pour une proteine ou un pelypeptxde 
event des proprietes tbrombolytigues. 

, veeteur recombinant ceracterisd en ce gu'il 
est constitue du genome defect* d-un »«novirue 
comprenant neenmoins 1'ensemble de cell" to 
segLcee essentielXes neceeeairee a X • encapsxdetron 
ae cet adenovirus, et dene leguel est 
nncleique recombinant dent est recberchee la drxfusxon 
Zs * *asse cardial, cat acid. nucXeigu. etant 
Txece sou. 1. controle *•« promoteur eusceptibX. 
Utre reconnu per Xes polymerases des cellules 
^usouleires. notamment le promoteur tort de la regxon 

prteoce Elk du genome des edenovirus. 

. veeteur recombinant selon le revendication 

, ceracterise en ce gue decide nucleigu. d-insertion 

cod. pour une proteine ou un polypeptide eyant des 

proprietes thrombolytigues. 

9. composition pharmaceutic^ comprenant un 

veeteur recombinant selon la revendication 7 ou la 

revendication 8, en association avec un vehxcule 

pharmaceutiquement acceptable. 
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